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PROCEDE DB DOSAGE D'TO ECSHftHTlLLON BIOLOGIQUE 00 

CHIMIQUE 

DESCRIPTION 

DOHAJNE TECHNIQUE 

La pr6sente invention concerne un proc6d6 
de dosage d'un 6chantillon biologique ou chimique. 

Le domaine de 1' invention est notamment 
celui des mesures de concentration de molecules 
fluorescentes appelees f luorochromes contenues dans des 
solutions. De telles molfecules sont utilis6es pour 
doser la quantity d'une esp^ce biologique donn^e. La 
quantity de molecules de cette esp^ce biologique est 
alors liee a la quantity de molecules fluorescentes. 
15 Une mesure de 1' intensity 6mise lors de 1' excitation de 
ces molecules fluorescentes pennet, par calibrage de 
I'appareil de mesure utilise, de d6duire la quantit6 ou 
la concentration de molecules biologiques. De telles 
mesures sont couramment utilis^es en biologie, en 
chimie et en physique. 

Dans la suite de la description, pour des 
raisons de sinqplification d'expos6, 1' invention est 
d6crite dans ce domaine de mesures de fluorescence 
d' 6chantillons . 
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ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEUBB 

De nombreux appareils de commerce, tels que 
les fluorimdtres et les spectro-f luorim^tres , 
permettent de mesurer la fluorescence d'une solution. 
Ces appareils permettent d'effectuer une mesure dans 
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une cuve dont la g6oni6trie est variable et fonction de 
1' application. 

D'autres appareils de mesure en solution 
utilisent des capillaires comme cuve. Ce sont par 
5 exemple les systdmes de mesures pour appareil 
d' 61ectrophor6se . 

Dans tous ces appareils on mesure un 
6chantillon plac6 dans une cuve, auquel on associe un 
d6tecteur unique. 

10 Dans certaines applications de spectro- 

fluorim^trie on utilise des d6tecteurs multiples. Le 
spectre d' Emission des molecules f luorescentes est 
alors disperse sur un capteur d' image afin de mesurer 
simultan^ment I'^^nergie dans toutes les longueurs 

15 d'onde^ ce qui revient a associer un detecteur unique . 
pour chaque intervalle spectral. Plusieurs pixels sont 
parfois associfes dans la direction orthogonale k celle 
de la dispersion afin de realiser une operation appel6e 
« binning » qui permet d'augmenter le rapport signal 

20 sur bruit de chaque mesure spectrale en r6duisant le 
bruit de lecture des d^tecteurs devant le flux de 
photons. Des d§tecteurs multiples sont 6galement 
utilises dans certains appareils multi-6chantillons. La 
presence de plusieurs 6chantillons impose alors 

25 I'emploi de plusieurs cuves et la mesure pour chaque 
echantillon est faite via un capteur d' image. 

La sensibility de detection de tels 
appareils est insuffisante pour doser de faibles 
quantit^s de molecules, typiquement de I'ordre du 

30 picoMolaire, soit pour faire un diagnostic de maladie, 
soit pour 6tudier la puret6 d'^une solution. Certains 
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types de dosages sont m§me impossibles 4 faire en 
dessous d'une certaine concentration : dans le domaine 
des immuno-analyses (dosage des antig^nes) , le seuil de 
detection statistique de I'art connu, exprime en 
5 concentration de cibles, le plus bas obtenu pour une 
mesure en solution est de I'ordre de la centaine de 
picoMolaire. Typiquement, les appareils de commerce en 
cuve ne permettent pas de mesurer une fluorescence en 
dessous d'une concentration de cibles de InM 
10 (nanoMolaire) . 

Pour diminuer la limite de detection on 
peut focaliser la lumi^re d'une source laser dans un 
tr6s petit volume, comme cela est r6alis6 en 
6lectrophor^se capillaire. L' 6chantillon passe alors 
dans un capillaire de quelques centaines de micrometres 
de diam^tre. La limite de detection obtenue est de 
I'ordre du nM, comme d6crit dans le document r6f6renc6 
[1] en fin de description. 

On retrouve une telle limite de detection 
en marqueurs dans un syst^e complexe comportant une 
optique confocale int6gr6e scrutant I'int^rieur d'un 
capillaire, comme d§crit dans le document r6f6renc6 
121. 

Les syst&nes de mesure utilisant des 
capillaires ne permettent pas un d^bit d' 6chantillon 
trds grand, par exemple d'une dizaine A une centaine de 
microlitre/minute. Une mesure sur un ^chantillon de 
grand volume est done impossible. Le pr61evement qui 
s'ensuit r6duit 1' 6chantillonnage mol6culaire et 
augmente le seuil de detection. Par exemple, s'il est 
possible de d6tecter la presence d'une molecule unique 
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co«« d^crxt dans do=»e„t r.«re„=. p,, 

D6t6cter une molecule dans un tel voli™.. ^ 
c T . . . voJLvime donne une 

5 imite de detection ds, 1-ordre du nM. 

le vol^e -^."-ter la density de puissance dans 

dexcltatxon. Co™,e 1- mission de fluorescence est 
quas. prcpo«ionnelle i la ^antlw d'^nergle repue 
lors de ^excitation, 1 - au^entatlon d. la dLltHe 
Puxssance per^net d'au„. i. ^ ^^^^^^^ » 

en fluorescence. Pour un syst^ de »esure Men concu 
co^ne Cest le cas de la plupart des Instruments ": 
coerce. Plus le no^re de photons mesur^s est ^rand 
" et Plus 1- incertitude relative de cette „«sure est 
^alble. cette Incertitude varle co^e o. „ est le 

nombre de photons transform^s en Electrons lors de la 
conversion par le d.tecteur. Cecl ,ustl«e le chol^ 
d une au^entatlon de la den.lt. de puissance dans 1^ 
20 volu^ exclt.. cependant, une forte denslt. ^ 
puissance s'acco.pagne d'une photo-extlnctlon d'autant 
Plus raplde ,ue l>4nergle lu:„ineuse est grande. Pour ll 

7Z:: "r '""^ ™tratlon de ^.l.le: 

fluorescentes, 11 faut alors exposer ce volune pendant 

« un te.ps sup*rleur au te^ps de photo-Manohl^t, ^1 
correspond * une proprl4t4 des molecules fluorescenSs 
cons^stant . s'arr.ter d^*.ettre de la lu^.re au : u 
collet" " te«ps. XI est alors l^ossl„le de 
collecter sufflsa^ent de photons pour attelndre le 

0 seual de detection requls. 
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Des facteurs de limitation du seuil de 
detection resident dans 1' auto-fluorescence des 
liquides, qui est une fluorescence intrinsdque de ces 
milieux, et dans la diffusion Raman. Le niveau de 
5 lumi^re 6mis r6duit, en effet, les performances de 
detection car l'« offset » de photoluminescence du 
tampon utilise est de mgme nature que le signal, dit 
« sp6cifique », que I'on veut d6tecter. Si le systeme 
de mesure est seulement limits par le « bruit de 

10 grenallle », dit egalement « bruit de photons », alors 
le plus petit signal mesurable au sens statistique Smin 
est 6gal k ZyL ^Offset , otk « Offset » est une mesure 
exprim6e en Electrons primaires (Electrons r6sultants 
directement de la conversion des photons par une photo- 

15 cathode dans le cas d'un photomultiplicateur ou d'une 
surface semi-conductrice) et 3 est un facteur 
arbitraire qui permet de garantir une discrimination 4 
99% entre Soin et Offset. Pour r6soudre un tel probl^me 
les solutions de I'art connu r6alisent : 

20 . 1) un choix judicieux des liquides, 

2) un choix du marqueur, 

3) une augmentation du temps de mesure pour 
accumuler des photons, 

4) une augmentation de la puissance 
25 d' excitation pour collecter plus de photons. 

Mais le principal facteur de limitation du 
seuil de detection est la non-reproductibilit6 des 
mesures, qui, pour de faibles niveaux de signaux, 
devient tr^s vite dominante. Cette non reproductibilit6 
30 provient essentiellement d'un mauvais repositionnement 
m^canique de la cuve de mesure et de la lurai^re qui est 
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collect6e par le m^nisque liquide dans cette cuve et 
qui est dirig^e dans I'espace de fagon al4atoire. 

Une solution pour r^duire de telles non - 
reproductibilit^s consiste d r6aliser 1' injection dans 
la cuve d'un plus grand volume de solution. Mais une 
telle injection est insuffisante pour obtenir une bonne 
sensibility. De plus il n'est pas toujours possible ou 
souhaitable de travailler avec des grands volumes. 

Le positionnement m6canique n'est pas 
ameliorable f acilement . De plus dans une telle solution 
on ne traite pas, alors, des variations provoqu6es, par 
exemple, par l'6clairage ambiant et la variation de la 
forme du m6nisque. 

Une autre solution pour r6duire de telles 
non-reproductibilit6s consiste d utiliser des cuves 
comprenant une fen§tre transparente en verre « noir 
qui corresponde A la zone consid6r6e pour la mesure! 
Mais cette solution r6duit le flux de photons collects 
par le systeme de mesure, et done 6ldve la limite de 
detection. De plus, elle ne permet pas de connaltre les 
variations de l'<c offset qui peuvent 6tre caus6es 
par une modification de la lumidre ambiante, par un 
mauvais 6tat de surface des faces de la cuve 
(salissures, rayures etc.), par une diffusion provenant 
25 du m6nisque et des parol s. 

Ainsi ces diff^rentes solutions de I'art 
connu ne permettent ni une bonne sensibilite, ni une 
bonne reproductlbilit^ des mesures. 

L' invention a pour objet de pallier ces 
inconv6nients en proposant un nouveau proc6d6 de dosage 
d'un fechantillon biologique ou chimique qui utilise un 
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dispositif d'enregistrement spatial de 1' image de 
1' Interaction entre la lumiSre issue d'une source et de 
cet 6chantillon comme moyen pour s61ectionner les 
informations utiles . 

5 EXPOSE OE L'mVENTIQN 

L' invention concerne un proced6 de dosage 
d'un 6chantillon biologique ou chiniique, comportant les 
Stapes suivcmtes : 

- introduction 6ventuelle de 1' 6chantillon 
dans une cuve dont toutes les faces sont transparentes, 

- ^clairement de 1' 6chantillon au moyen 
d'un faisceau Ivmiineux issu d'une source, 

caract6ris6 en ce qu'il conrporte, en outre, 
les 6tapes suivantes : 

" realisation d'une image comprenant 
1' image de la lumidre diffus6e par 1' 6chantillon, 

- analyse de 1' image selon des ciritdres de 

reference, 

- extraction d'une information specif ique k 
20 1' interaction faisceau lumineux/6chantillon, 

- calcul du dosage. 

Dans ce proc6d6 la diffusion peut §tre une 
diffusion Raman, une diffusion par fluorescence, une 
diffusion mol6culaire ou particulaire . L 'analyse peut 
25 consister en l'6tude de la structure spatiale de 
1' image et de la distribution de l'6nergie lumineuse 
dans cette image. Le calcul du dosage peut se faire par 
rapport k un ^talonnage entre la mesure d'6nergie 
lumineuse et la concentration ou la quantity 
d'dchantillon. Le calcul du dosage peut 6galement se 
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faire par rapport k 1' analyse de la cin^tique de la 
reaction biologique ou chimique. 

Dans ce proc6d6, avantageusement , on 
d6finit une premiere zone d'int6rSt autour de la zone 
de volume excitd, et une seconde zone d'int6r§t 
dispos6e k cat6 de cette premiere zone, et on mesure le 
signal sp6cifique en r^alisant la soustraction entre la 
somme de tous les pixels de la premiere zone et la 
somme de tous les pixels de la seconde zone. 

L' invention pr6sente lea avantages 

suivants : 

- Elle permet d'atteindre une lindte de 
detection exp^rimentale beaucoup plus faible que celle 

15 des syst&nes conventionnels . 

- Elle permet de rfealiser un dosage en 
utilisant un grand volume de solution avec un grand 
d^bit, et done d'envisager des applications conmie une 
analyse des eaux de riviere, des syst6mes d' aeration 

20 dans des inimeubles. 

- Elle n' impose pas de focaliser la lumidre 
dans un petit volume. Le photo -blanchiment des 
molecules fluorescentes est done tr^s faible. 

- Elle permet, du fait de la g^om^trle de 
25 la cuve, d' exciter simultan6ment un grand nombre de 

molecules, ee qui permet de colleeter de nombreux 
photons . 

- Ni 1' auto -fluorescence, ni la diffusion 
Raman du milieu liquide ne sent une limitation i la 

30 sensibility de 1' invention. Elle permet done de 
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travailler avec tous les marqueurs du commerce, ce qui 
r6duit les contraintes de marquage. 

- Les non-reproductibilit6s dues ^ la 
m^canique de la cuve, le nettoyage ou 1' alteration de 
faces optiques de la cuve, et la presence d' artefacts 
(bulles, poussi6res) ne sent plus une contrainte. 
L' Invention permet, par analyse d' image, de les reduire 
voire de les supprimer. Un decalage de la position de 
la cuve devant le syst^me de mesure de 1' invention ou 
une translation de la lumiere d' excitation du milieu 
peut gtre totalement corrig6 apr^s mesure de la 
position de la trace fluorescente dans 1' image 
enregistr^e. De m§me, des poussi^res pr6sentes dans le 
volume excit6, qui pourraient modifier de fagon 
significative la mesure, sont de petite taille devant 
le volume excit6, et peuvent ain si Stre rep6r6es et 
retirees de la mesure sans perdre celle-ci, ce qui est 
impossible A r^aliser avec un mono-d6tecteur . En cas 
d' alteration des faces optiques de la cuve, qui peut 
entralner une modification de la quantity de lumiere 
qui excite ef fectivement l'6chantillon, 1' invention 
permet de connaltre les variations de la puissance 
effective et de corriger la mesure. 

- Les variations de lumidre ambiante 
25 caus6es soit par 1' 6chantillon soit par I'environnement 

sont compensees, par une mesure dans 1' image, puis un 
retrait des « offsets » possibles. 

- L' analyse de 1' Information dans une image 
peut Stre conduite a partir d'616ments determines ^ 

30 I'avance (fonction d'^clairement, positions 

pr6d6terminees des diff6rentes zones utiles), ou de 
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fagon dynamique pour faire face 4 des perturbations 
al6atoires et/ou iraprfevues par application de m^thodes 
de traitement des images (maximisation de I'entropie^ 
reseau de neurones) . 

- La dynamique de dosage de 1' invention, 
qui, pour un certain type de mesures, permet 
d'atteindre exp^rimentalement une dynamique de dosage 
biologique de 2 200, est tr^s sup6rieure d celle de 
I'art connu, qui, pour un meme type de mesures, est 
comprise typiquement entre 5 et 10. 

L' invention est applicable dans de nombreux 
domaines, et notamment : 

- dans tous les domaines oii il est utile de 
faire la mesure d'une solution f luorescente, 

- ®" biologie, plus particuli^rement pour 
le dosage de molecules biologiques ou d'int6rgt 
biologique : antig4nes, anticorps, peptides, ADN, 
cellules, bact6ries.., pour le diagnostic clinique, 

- en chimie (dosage) , 
en pharmacie : dosage d' activity, 

contamination... , 

- en physique : recherche de traces de 
produits, fluidique, analyse de m61ange.». 
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25 BB&VE DESCRIPTION DBS DESSINS 

La figure 1 illustre une vue de dessus d'un 
premier mode de realisation d'un dispositif mettant en 
oeuvre le proc6d6 de 1' invention. 

Les figures 2 et 3 illustrent une image de 
30 la cuve obtenue avec le dispositif d' enregistrement 
d' image repr6sent6 sur la figure 1. 
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Les figures 4 4 6 illustrent un second mode 
de realisation d'un dispositif mettant en oeuvre le 
proc6d6 de 1' invention. 

La- figrare 7 illustre un troisidme mode de 
realisation d'un dispositif mettant en oeuvre le proc6d6 
de 1' invention. 

Les figures 8 ^ IQ illustrent trois 
exemples de realisation d'un dispositif mettant en 
oeuvre le precede de 1' invention. 

EXPOSE D^TAlLlfi DB MODES DS BfiALlSATlOH PARTICOLIERS 

Le precede de 1' invention est un precede de 
dosage {mesure d'une concentration ou d'une quantite) 
d'un echantillon biologique ou d'interSt biologique 
15 (antigenes, anticorps, peptides, adn, cellules, 
bacteries, toxines) ou chimique (solvant, gaz dissous, 
formulation, activite chimique), qui peut 6tre un 
solide, un liquide-, un gel... 

Dans un premier mode de realisation 
illustre sur la figure 1, un echantillon 10 est edaire 
par un faisceau lumineux 17 issu d'une source 11 
accordee avec le fluorochrome employe. On peut utiliser 
par exemple un laser Argon 488 nm pour de la 
fluoresceine ou un laser Heiium-Neon A 633 nm pour du 
Cy5. L' echantillon 10 est place dans une cuve 12, par 
exemple de section rectangulaire dont toutes les faces 
sont transparentes. La section de cette cuve 12 peut, 
en effet, Stre rectangulaire, carree, cylindrique ou 
elliptique. Un syst^me d'objectif 13, equipe d'un 
f litre d' arret 14, est monte devant un dispositif 
d'enregistrement de la structure spatiale d' une image 
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15, par exemple une camera CCD ou un systdme d 
balayage, reli6 k un organs de traitement 16. Le 
dispositif 15 qui regoit le faisceau 18 diffuse par 
l'6chantillon 10, pentiet 1' enregistrement d'une image 
de laquelle peut gtre extraite un signal sp6cifique de 
me sure . 

Le proc6d6 de 1' invention comprend les 
4tapes suivantes : 

- 6clairement de 1' 6chantillon 10 au moyen 
du faisceau lumineux 17 issu de la source 11, qui peut 
etre un laser k gaz, un laser solide, une diode laser, 
une diode 61ectroluminescente, une diode organique, une 
lampe spectrale conune une lampe halog^ne, 4 mercure, ^ 
x6non, k deuterium, 

- realisation d'une image du faisceau 
lumineux 18 diffuse par 1' 6chantillon 10, I'origine de 
la diffusion pouvant §tre une diffusion Raman, une 
diffusion par fluorescence, une diffusion mol6culaire 
(diffusion Rayleight) ou particulaire (utilisation de 

20 nano-particules) , 

- analyse de 1' image par rapport d des 
r6f6rences, cette analyse consistant alors en l'6tude 
de la structure spatiale de 1' image et de la 
distribution de l'6nergie lumineuse dans cette image, 
ces r6f6rences 6tant constitutes, par exemple, par 
Inexperience d'un utllisateur ou par des crit^res 
morphologiques (forme et position d'une trace 
lumineuse), photom6trlque (frequences des variations 
spatiales de la lumidre dans 1' image), statistiques 
(variation d' estimateurs de mesures, d'entropie dans 
1' image) , 
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- extraction de 1' Information specif ique k 
I'interaction entre le faisceau 17 et l'6chantillon 10, 
cette extraction consistant, par exemple, en des 
operations arithni6tiques entre 1' image et d'autres 

5 images ou des constantes (par exemple, des 
soustractions, additions, divisions, multiplications), 
morphologiques (erosion, dilatation, binarisation, 
d6tourage, segmentations, correction de d6calage) ou 
photom6triques (corrections polynomiales , convolutions, 
10 f litres, seuillages) , 

- calcul du dosage, ce calcul se faisant 
par rapport 4 un 6talonnage entre la mesure d'6nergie 
lumineuse et la concentration ou la quantity de 
I'^chantillon biologique ou chimique. Ce calcul peut 
aussi etre effectu6 en enregistrant la cin^tique de la 
reaction biologique ou chimique et en analysant cette 
cin^tique par des m6thodes connues de I'homme de I 'art. 

Dans le proc6d6 de 1' invention la mesure 
est faite dans une image obtenue par le dispositif 
d'enregistrement de la structure spatiale d'une image 
15. L' invention ne reside pas dans I'emploi d'un tel 
dispositif 15 mais principalement dans : 

- le fait d'enregistrer le faisceau 18 
diffuse par l'6chantillon 10 sous la forme d'une Image, 

- le fait d'extraire 1' information de cette 

image, 

le c6t6 adaptatif obtenu par 
1' application d'une analyse de 1' image. 

La figure 2 illustre 1' image de la cuve 12 
obtenue avec le dispositif d'enregistrement de la 
structure spatiale d'une image 15. La cuve peut avoir 
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des dimensions plus petites que celles de 1' image. Elle 
peut par exemple Stre remplac6e par un ou plusieurs 
capillaires. 

De plus, le faisceau lumineux peut §tre 
5 indiffdremment plus petit ou plus grand que la cuve. 

Dans cette image on peut distinguer 
plusieurs zones : 

- une zone 20 de volume 6claire, qui 
correspond au volume de la cuve 12 excit6 par le 

10 faisceau 17, 

- la zone 21 d'entr6e de ce faisceau 17 
dans la cuve 12, 

- la zone 22 de sortie de ce faisceau 17 de 

la cuve 12, 

- une zone 23 de m6nisque, 

- une zone 24 d' artefact. 

On peut ainsi, comme illustr6 sur la figure 
3, d6finir une premiere region d'int6r§t 25 autour de 
la zone 20 de volume 6clair6 et une deuxi^me region 
20 d'intirSt 26 disposes 4 c6t6 de cette zone 25. La 
mesure du signal sp6cifique est alors donn6 par le 
calcul : 2:r1,-2:ri2 ; c'est-4-dire la soustraction entre 
la somme de tous les pixels de la premiere region 
d'int^rdt 25 et la sonune de tous les pixels de la 
25 seconde region d'ijit6r§t 26. 

Sur la figure 3 les deux regions d'int6r§t 
25 et .26 ont la m§me taille, ce qui n'est pas 
indispensable. Lorsque ces regions n'ont pas la mdme 
taille, il suffit soit de r6aliser un moyennage des 
niveaux de gris de chaque region, soit une pond^ration 
des valeurs par le norobre de pixels. 



30 



wo 2005/001449 PCT/FR2004/050289 
B 14352.3 DB 

15 



10 



L' analyse de 1' image ainsi representee 
conduit k certaines observations : 

La trace fluorescente du faisceau 
liamineux (zone 20) donne le signal specif ique. 

- Le m6nisque (zone 23) , d6limitant le 
liquide de I'air, est fortement lumineux. Son origine 
provient de ladite trace. La forme de ce menisque est 
fortement al^atoire. L' amplitude du signal provenant de 
ce m6nisque est done tr^s variable. 

- Un artefact (zone 24) peut gtre, pour un 
montage donn6, une rondelle ressort destin6e d assurer 
un bon positionnement m^canique de la cuve 12. 

- Les zones 21 et 22 correspondent 
respectivement aux points d'entr6e et de sortie du 

15 faisceau lumineux dans la cuve 12 . 

Avec un autre r6glage des seuils 
d'affichage, on peut mievix mettre en Evidence les 
niveaux de lumi^re les plus faibles. 

Le proc6d6 de 1' invention permet 
20 d'ameiiorer le coefficient de variation CV (6cart 
type/moyenne) . En effet le coefficient CV obtenu avec 
le proc6d6 de 1' invention est bien inf6rieur au 
coefficient CV calculi en faisant la somme de tous les 
pixels d'une camera CCD, qui correspond A une mesure 
25 faite avec un mono-d6tecteur . Le coefficient CV obtenu 
avec le proc6d6 de 1' invention est d'ailleurs du mgme 
ordre de grandeur que celui obtenu avec un grand volume 
de solution, comme envisage prec6demment dans 
1' introduction de ladite demande. Ce coefficient CV 
obtenu avec le procfede de 1' invention est plus faible 
que celui obtenu par la mesure dans chacune des zones 
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d'int^rSt 25 et 26. La soustraction des mesures 
effectufees dans ces deux zones d' int6rgt permet de 
corriger des variations d'eclairage qui affectent 
toutes les regions. invention permet d'effectuer 
ainsi un filtrage spatial dans le plan qui permet 
d'extraire le signal contenant 1' information specif ique 
du ph^nomdne de fluorescence. De plus 1' invention 
permet d'extraire les regions d'int^rSt qui sont 
vraiment pertinentes dans une image ou une pseudo- 
image, alors qu'un syst^me de mesure utiliaant un seul 
d6tecteur mono-pixel ne peut pas rSaliser une telle 
fonction. 

Dans un second mode de realisation, un 
mono-d6tecteur associ6 ^ une matrice de pixels ^ 
transparence programmable 30 telle qu'une matrice de 
cristaux liquides ou de micro-miroirs ou tout autre 
systdme Equivalent est dispos6 devant la cuva 12 
illustr6e sur la figure 4. Cette matrice 30 est 
intercal6e entre la cuve 12 et le d6tecteur via un 
syst^e de formation des images ou non. On realise 
alors une premiere mesure en « ouvrant » les pixels 
correspondant a la premiere zone d'int6rSt 25, comme 
illustr6 sur la figure 5, puis une deuxi^me mesure en 
ouvrant les pixels correspondant d la seconde zone 
25 d'intSrSt 26, comme illustr6 sur la figure 6. 

L'emploi d'une telle matrice 30 k 
transparence variable permet d'6viter I'enregistrement 
syst6matique d'une image, en r^alisant par exemple les 
6tapes suivantes : 

- enregistrement de 1' image du faisceau 
diffuse par I'ouverture/fermeture successives de tous 
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les pixels de la matrice 30 en synchronisation avec la 
mesure ef feature par le inono-d6tecteur, 

- analyse de 1' image et definition de la ou 
des zones d'inter€t permettant d'extraire 1' information 
sp6cifique, 

- enregistrement de tels param^tres pour 
une utilisation ult6rieure, 

- lors de 1' analyse d'un 6chantillon donn6, 
ouvertures successives des regions d6finies lors de 
l'6tape d' analyse et enregistrement des r6sultats de 
mesures pour chacune de ces zones, 

- extraction de 1 ' information utile, 

- calcul du dosage. 

Dans un troisi^me mode de- realisation 
illustre sur la figure 7, deux d6tecteurs mono-pixel 35 
et 36 observent chacun une region d'intdrSt 25 ou 26. 
Deux moyens de formation d' image 37 et 38 sont places 
respectivement devant chacun de ces deux d6tecteurs 35 
et 36. La mesure du signal provenant de la premiere 
region d'int^rSt 25 est faite avec le d6tecteur 35, 
celle pour la seconde r§gion d'int6r§t 26 est faite 
avec le d6tecteur 36. La zone 39 repr^sente la trace 
fluorescente en vue de face. 

L' invention permet d' adapter 1' extraction 
du signal sp6cifique aux conditions d' experiences . Par 
exemple, si la cuve a bouge entre deux series de 
mesures, il est possible, par analyse automatique de 
1' image, de repositionner les regions d'interSt de 
manidre automatique, operation impossible a effectuer 
avec un syst&ne statique. 
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Exentples de realisation de 1" invention 

Les trois exemples de realisation d6crits 
ci-dessous correspondent respectivement aux trois modes 
de realisation definis pr6cedeniment . 

Dans un premier exemple de realisation 
illustre sur la figure 8, \ane source liamineuse 40, par 
exemple un laser ou une diode eiectrolvmiinescente, 
excite, dans une cuve 41, le liquide contenant des 
molecules f luorescentes au travers d'optiques de mise 
en forme non representees, et de divers accessoires 
tela qu'un obturateur 42, et un diaphragme 43. Un 
premier objectif 44, dispose par exemple 
perpendiculairement ^ la direction principale du 
faisceau lumineux, collecte une partie de ce faisceau 
15 lumineux, emis par les molecules f luorescentes dans la 
cuve 41. Un filtre d' arret 45 est dispose derridre le 
premier objectif 44, juste devant un second objectif 
46. L' association des objectif s 44 et 46 permet de 
former une image de la cuve 41 sur le detecteur d' image 
20 47 qui est reli6 un syst^e de commande et de 
contrdle 49. Pour une cuve 41 d'une largeur interieure 
de 1 cm, ce detecteur 47 peut Stre un detecteur de 512 
X 512 pixels de 10 pm de c6te. Le premier objectif 44 
peut avoir une focale 50 mm et le second objectif 46 
25 une focale 25 mm. 

Dans un second exemple de realisation, 
illustre sur la figure 9, dont la configuration est la 
m&ne que celle de la figure 8 pour 1' excitation, on 
n' utilise qu'un seul detecteur. Une matrice i. 
transparence variable 56, qui peut ©tre une matrice d. 
cristaux liquide ou une matrice de micro-miroirs , joue 
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le rdle d'un diaphragme de champ. La matrice 56 peut 
Stre remplac6e par une fente mobile actionn^e par un 
actuateur m^canique ou 61ectro-m^canique, par example, 
un 61ectro-aiitiant ou un moteur 61ectrique. 
5 Dans un troisidme exemple de realisation 

illustr6 sur la figure 10, la configuration pour 
exciter I'interieur de la cuve 41 est la m§me que pour 
la figure 8 et la configuration pour la collection de 
lumi^re est la mgme que pour celle de la figure 9. Deux 

10 mono-d6tecteurs 50 et 51, par exemple des photo- 
multiplicateurs d^cal^s, permettent d' observer deux 
regions diff6rents de la cuve 41. Devant chaque 
d6tecteur 50 et 51, une optique de reprise 52 et 53 
permet de former 1' image de la region d'int6r§t sur un 

15 diaphragme de champ 54 et 55 qui limite la region 
observ6e. Un filtre d'arrdt peut Stre dispose avant, 
dans ou derri4re le diaphragme. La zone 56 repr6sente 
la trace fluorescente. 



wo 2005/001449 
B 14352.3 OB 



20 



PCT/FR2004/050289 



BEFEBENCES 



10 



[1] "Some applications of near-ultraviolet laser- 
induced fluorescence detection in nanomolar- and 
subnanomolar-range high-performance liquid 

chromatography or micro-high performance liquid 
chromatography" de N. Simeon, R. Myers, C. Bayle, M. 
Nertz, J.K. Stewart, F. Couderc (2001, Journal of 
Chromatography A, Vol 913, I 1-2, pages 253-259) . 



12] "^Performance of an integrated microoptical system 
for fluorescence detection in microfluidic systems" de 
J.C. Roulet, R. Volkel, H.P. Herzig, E. Verpoorte, N.F. 
Rooij, R. Dandliker (2002 , Anal ytical Chem istry. Vol. 
15 74 (14), pages 3400-3407). 

[3] "Single molecule detection of specific nucleic acid 
sequences in unamplified genomic DNA" de A. Castro, et 
J.G. Williams (1997, Analytical chemistry. Vol. 69 
20 (19) , pages 3915-3920) . 



wo 2005/001449 
B 14352.3 DB 



21 



PCT/FR2004/050289 



BBVENDZCATIONS 



10 



1. Proc6d6 de dosage d'un echantillon 
biologique ou chimique, comportant une 6tape 
d'6clairement de l'6chantillon (lO) au moyen d'un 
faisceau lumineux (17) issu d'une source (11), 
caract6ris6 en ce qu'il comporte, en outre, les 6tapes 
suivantes : 

- realisation d'une image comprenant 
I'image du faisceau (18) diffuse par l'6chantillon 
(10), 

- analyse de 1' image selon des critdres de 

r6f6rence, 

- extraction d'une information sp6cifique a 
15 1' interaction faisceau lixraineux/echantillon, 

- calcul du dosage, 

et en ce que 1' analyse consiste en l'6tude de la 
structure spatiale de 1' image et de la distribution de 
l'6nergie lumineuse dans cette image. 
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2. Proc6d6 selon la revendication 1, qui 
comporte une 6tape pr6alable d' Introduction de 
l'6chantillon (10) dans une cuve (12) dont toutes les 
faces sont transparentes . 

3. Precede selon la revendication 1, dans 
lequel la diffusion est une diffusion Raman, une 
diffusion par fluorescence, une diffusion mol6culaire 
ou particulaire . 
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4. Proc6d6 selon la revendication 1, dans 
lequel le calcul du dosage se fait par rapport 4 un 
6talonnage entre la mesure d'6nergie lumineuse et la 
concentration ou la quantity d' echantillon . 

5. Proc6d6 selon la revendication 1, dans 
lequel le calcul du dosage se fait par rapport k 
1' analyse de la cin^tique de la reaction biologique ou 
chiinigue . 



6. Proced6 selon la revendication 1, dans 
lequel on d^finit une premiere zone d'int6r6t (25) 
autour de la zone de volume excite, et une seconde zone 
d'int^rgt (26) dispos6e a c6t6 de cette premiere zone, 
15 et on mesure le signal sp6cifique en r^alisant la 
soustraction entre la somme de tous les pixels de la 
premiere zone (25) et la somme de tous les pixels de la 
seconde zone (26) . 

Application du proc6d6 selon I'une 
quelconque des revendi cations pr6c6dentes k la 
fluorescence . 
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